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Beschreibung 

Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein verbessertes anaiytisches 
Verfahren, das die relativ rasche Losung von Haar und Analyse 
des Marihuanaanalyts, der im Haar vorhanden ist, ermoglicht, 
ohne die Struktur des Analyten zu beeintrachtigen oder 
gegeniiber biologischen Analyt-Proben von Nachteil zu sein. 
Ein Marihuana-Anal yt kann analysiert werden, indent man einen 
AntikSrper zu einer solubilisierten Haarprobe gibt, die 
Marihuana enthalt, und das Ausmali und die Dauer des 
Verbrauchs durch ein Individuum bestimmt. 

Hintergrund der Erfindung 

In der Vergangenheit wurden Haaranalyse-Verf ahren zur 
Bestimmung von Spurenmetallen entwickelt, die den Zweck 
besafien. Information Ober den ErnShrungsstatus eines 
Individuums zu erhalten. Eine EinschrSnkung der Verwendung 
dieser Verfahren ist die Schwierigkeit, zwischen 
Spurenmetallen, die in Haaren aus dem Blutstrom abgeschieden 
wurden, und Metallen, die im Haar durch aufieren Kontakt mit 
z.B. Wasser und kosmetischen Mitteln, eingebettet wurden, zu 
unterscheiden. Diese Verfahren sind deshalb in der Medizin 
nicht geeignet zur Diagnose von Ernahrungsproblemen und sind 
deshalb nicht als ausreichend genau angesehen worden, urn den 
Gehalt bestimmter Metallspuren, die von einem Individuum 
konsumiert wurden, zu bestimmen. 
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Diese Probleme mit fruheren Haaranalyseverf ahren haben 
verursacht, daJB man sich auf Urin- und Blutanalyseverfahren, 
verlie/i, um eingenommene Chemikalien, z.B. zuiri 
DrogenmiBbrauch, von Arzneimitteln und toxischen Chemikalien 
in einem Individuum zu bestirmnen. Von diesen Verf ahren ist es 
ebenfails bekannt, daii sie insofern von Nachteil sind, als 
die Dauer und Intensitat der Anwendung oder des 
Ausgesetztseins nicht bestimmt werden kann. Urin- und 
Blutanalysen konnen bestenfalls Kurzzeitinformationen 
liefern, die eingenommene Drogen oder Chemikalien, wie z.B. 
einen Drogenmifibrauch, betreffen. ZusStzlich bestehen auch 
Probleme im Hinblick auf die Interpretation solcher 
Resultate. Die Bestimmung eines niedrigen Gehaltes an 
eingenoimtienen Chemikalien im Urin konnte bedeuten, dafi das 
Individuum eine geringe Menge einer Droge oder einer 
Chemikalie vor kurzem oder eine groBere Menge mehrere Tage 
vorher eingenommen hat. Eine chronische Drogeneinnahme kann 
deshalb nach diesem Verfahren ohne wiederholtes Testen nicht 
bestimmt werden. 

Als Reaktion auf die Probleme zur Bereitstellung einer 
verlal31ichen und genauen Methode/ die sowohl die Dauer als 
auch die Intensitat eines Drogenmifibrauchs von Arzneimitteln^ 
toxischen Chemikalien, usw. messen konnen^ wurde von Dr. 
Werner A. Baumgartner, wie in ^^Radioimmunoassay of Hair for 
Determining Opiate Abuse Histories^, J. Nucl . Med. 20:749-752 
(1979) beschrieben, bestimmt, dai3 das Langzei t-Vorhandensein 
von Drogenmifibrauch erhalten werden kann durch Analyse von 
Saugertierhaar, da diese Substanzen innerhalb der 
Saugertierhaare wahrend ihrer Synthese ^eingefangen* werden. 
In dieser Hinsicht wurde gezeigt, dafi Haar wie ein 
Bandaufnahmegerat wirkt, d.h. eine Stof fvorgeschichte kann 
durch Einzelanalysen der Haarproben festgestellt werden. Es 
wurde gefunden, da/3 Heroin, sobald es im Blutstrom vorhanden 
ist, ins Haar kommt, wenn dieses synthetisiert wird. 
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In dieser Untersuchung wurde deshalb festgestellt und durch 
nachfolgende Untersuchungen bestatigt, dafi eine Vielzahl von 
Chemikalien, wie z.B. bei DrogeniniBbrauch, Arzneimittel, 
toxische Chemikalien, usw., die nachfolgend kollektiv ais 
^^Analyt'' bezeichnet werden, wahrend seiner Synthase iin Haar 
eingefangen warden und dali diese Substanzen im Haar im 
wesentlichen wShrend der Lebensdauer des Haares ^eingefangen 
sind"^ . Dies wurde fiir das Kopf- und K^rperhaar sowie auch fur 
andere keratinisierte Strukturen, wie z.B. FingernSgel, 
bestatigt. Suzuki et al., Forenic Sci. International 24 
(1984) 9-16. Diese eingefangenen Substanzen konnen aus dem 
Haar nicht ausgewaschen werden, und werden bei einer 
volistandigen oder nahezu vollstandigen Zerstdrung der 
Haarfasern vollstandig entfernt. 

Verfahren des Standes der Technik zum Extrahieren eines 
Analyts vom Haar umfassen das Behandeln des Haares mit heifien 
itiethanolischen Ldsungen (Baumgartner et al., J. Nucl. Med. 20 
(1979) 748) und durch tIber-Nacht-Inkubierung von Haar in 
einem alkalischen oder sauren Medium, D. Valente et al., 
Clinical Chemistry 1952, Band 27 Nr. 11 (1981). FrUhere 
Methoden umfassen auch die Verwendung eines Mbrsers und 
Pistills, um den eingefangenen Analyt zusammen mit einem 
Losungsmittel f reizuset zen. 

Die Verfahren der Losungsmittelextraktion leiden jedoch bei 
der Genauigkeit unter verschiedenen Problemen zur Bestimmung 
der Gegenwart und Menge eines eingenommenen Analyten. Eines 
dieser Probleme besteht darin, daJi das 

LGsungsmittelextraktionsverf ahren haufig nur eine geringe 
unbekannte und variable Fraktion des gesamten in der 
Haarprobe vorhandenen Analyten entfernen. Solche Methoden 
zeigen auch die Tendenz, daf5 sie zeitraubend sind und im 
allgemeinen erhohte Temperaturen brauchen, die den Analyt 
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beschadigen konnen. Ein anderer Nachteil ist der, daB 

verschiedene Analyten verschiedene Losungsitiittel zur 
Extraktion benotigen. Eine Haarprobe, die z.B. Morphin, 
Phencyclidin („PCP''), Kokain und Marihuana enthalt, mui3 
hintereinander mit mehreren verschiedenen Losungsmitteln 
extrahiert werden^ was ein sehr zeitaufwendiges Verfahren 
darstellt;. insbesondere da die Losungsmittel verdaiupft werden 
mUssen, bevor die Analyse vorgenoramen werden kann. 

Andere Verfahren und Untersuchungen, die auf dem Abbau des 
Haars und der Haaranalyse beruhen, uiufassen: 

0. Suzuki et al. beschreiben in einer Veroffentlichung von 
Elsevier Scientific Publishers Ireland Ltd. ein Verfahren zur 
Bestiininung von Methamphetaxtiin und Amphetamin in Nagelabf alien 
Oder Haaren in denen die Substanz zuerst mit einer Mischung 
aus Methanol und Wasser gewaschen wird und dann in 
Natriuinhydroxid gel5st wird, und danach eine Analyse der 
extrahierten Droge durchgeftihrt wird. 

A.W. Holmes beschreiben in Textile Research Journal, 706-712, 
August 1964, den Abbau von menschlichem Haar durch Papain 
unter Verwendung von Natriumsulf it als Enzyniaktivator . 

Annette M. Baumgartner et al . beschreiben in Journal of 
Nuclear Medicine 10 (1979) 748-752 die Extraktion von 
Morphin und Heroin aus Haar durch Pulverisieren des Haares 
mit Mdrser und Pistill und nachfolgende Behandlung mit 
Methanol . 

D. Valente et al. beschreiben in Clinical Chemistry, Band 27, 
Nr. 11 (1981) das Verfahren von Dr. Baumgartner, d.h. das 
Behandeln des Haars mit heiJiem Methanol zur Bewirkung der 
Extraktion von Drogen aus DrogenmiJibrauch sowie das Verfahren 
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des Autors der Extraktion von Morphin in eineia sauren Oder 
einem alkalischen Medium. 

A.M. Bauitigartner et al. beschreiben in Journal of Forensic 
5 Sciences, Seiten 576-81, Juli 1981 die Extraktion von PCP rait 
Morser und Pistill und nachfolgende Behandlung mit Methanol. 
Das extrahierte PCP wurde dann mittels RIA analysiert. 

Smith et al. beschreiben in Journal of Forensic Sciences 26, 
Nr. 3, Juli 1981, Seiten 582-586 das Testen des Haars auf die 
Gegenwart von Phenobarbital, wobei ein einzelnes Kopfhaar 
gewaschen, getrocknet, in eine L'anqe von 2 mm geschnitten 
wurde und dann zu 0,2 mm 0,1 % SDS/Salziosung zugegeben 
wurde, und die Probe mittels Radioimmunoassay untersucht 
wurde . 

W,A. Baumgartner, Black et al, beschreiben in J. Nucl- Med. 
23 (1982) 790-892 die Extraktion von Kokain aus Haarproben 
durch Rtackflu5kochen der Haarproben in Ethanol und 
20 nachfolgende RIA-Analyse. 

Ishiyama et al, beschreiben in Journal of Forensic Sciences, 
Nr. 2, April 1983, Seiten 380-385, ein Verfahren, nach dem 
Haar aus Methamphetamin-Siichtigen unter Verwendung von 1,5 N 
25 Chlorwasserstof fsSure bei einem pH-Wert von. 1 bis 2 und 
nachfolgende Analyse unter Verwendung eines 
Gaschromatographen und von Massenspektroskopie analysiert 
wurde . 

30 K. Puschel et al, beschreiben in Forensic Science 

International 21 (1983) 181-186 das L5sen von Haarproben 
durch Einwirkung von Natriumhydroxid und Hitze und 
nachfolgende Analyse auf die Gegenwart von Morphin mittels 
RIA. 



35 
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0. Suzuki et al. beschreiben in Journal of Forensic Sciences 
29, Nr. 2, April 1984, Seiten 611-617 die Bestimmung von 
Methamphetamin und Amphetamin in einem einzigen menschlichen 
Haar durch Gaschromatographie und chemische 

lonenmassenspektroskopie. Die Haarprobe wurde zuerst in einer 
NatriumhydroxidlGsung gelost, zu der dann N-Methylbenzylamin 
zugegeben wurde. 

N.J. Haley et al. beschreiben in Clin. Chem. 31/10, 1598-1600 
(1985) die Analyse von Haar auf Nikotin und Cotinin/ nach der 
gewaschene Haarproben in einer Puf ferlosung, die Gelatine, 
Natriumchlorid, Tris und EDTA enthielt, und auf einen pH-Wert 
von 7,4 eingestellt war, gelost wurde. Die Proben wurden dann 
mittels Radioimmunoassay analysiert. 

Sramek, Baumgartner et al. beschreiben in A.M.J. Psychiatry 
142:8, August 1985 die Analyse von Haarproben aus 
psychiatrischen Patienten durch Methanolextraktion und 
Radioimmunoassay. 

Baumgartner et al. beschreiben in Clinical Nuclear Medicine 
10, September 1985 die Vorteile der Extraktion von 
eingef angenen aus MiJ^brauch stammenden Drogen aus dem Haar 
und nachfolgende RIA-Analyse. 

Gill et al . beschreiben in Nature, Band 318, Seite 577 (1985) 
die Verwendung einer SDS/Proteinase k/Dithiothreital-Mischung 
zur Extraktion von DNA aus Vollblut, gesunden Samen, 
VaginaflUssigkeit, Haarwurzeln, Blutflecken und Samenf lecken. 
Die Arbeit gibt an, daii „von den Haarstielen keine DNA 
isoliert werden konnte* . 

Smith et al. beschreiben in J. Forensic Sci. 1986, 31(4), 
12 69-73 die Bestimmung von Kokain im Schweifl, menstruellen 
Blutflecken und Haar unter Verwendung von RIA. 



too 0* o 



MnSSNER, BOLTE & PARTNER 



• • e-e 



M/BWT-062-EP/DE 



M. Margio et al- beschreiben in ..Determination of Morphine 
and Other Opioids in the Hair of Heroin Addicts by HPLC and 
MS/MS'' bei der International Conference, University of 
5 Verona, Juni 25-26, 1986, verschiedene Methoden zum Assay von 
Morphin aus Haarproben. 

M, Marigo et al. beschreiben in Journal of Analytical 
Toxicology 10, Juli/August 1986, ein Verfahren zur 
10 quantitativen Bestimmung von iia Haar von Heroin-SUchtigen 

enthaltenem Morphin mittels einer Hitze-Saure-Hydrolyse, Pre- 
Saulen-Dansyl-Derivatisierung, Flussigphasenchromatographie 
und Fluoreszenzbestimmung. 

15 Smith et al . beschreiben in Journal of Forensic Sciences, 

Band 31, Nr. 4, Oktober 1986, Seiten 1269-1273 ein Verfahren 
zur Analyse von Haar in Gegenwart von Drogen, worin 
Haarproben zuerst gewaschen, dann in kleine Segiaente 
geschnitten, 6 Minuten lang mechanisch pulverisiert, in 

20 Ethanol am RUckflufi gekocht werden und die Proben dann uhter 
Verwendung von Radioimmunoassay analysiert werden. 

M, Michalodinitrakis, Med. Sci . Law (1987) Band 27, Nr. 1, 
beschreibt die Bestimmung von Kokain in Ratten durch Analyse 
25 von Haarproben, die durch Einwirkeniassen von 1,5 N HCi, 

deren pH-Wert auf 1 bis 2 eingestellt wurde, gelost wurden, 
und nachfolgende Inkubation mit 0,01 HCI bei 37 °C wShrend 
1 Stunde. 



30 Pelli et al. beschreiben in Biomedical and Environmental Mass 
Spectrometry, Band 14 (1987) 63-68 ein Verfahren zur 
Identif izierung von Morphin in Haar von Heroin-Suchtigen, in 
denen das Haar mit Diethylether und Chlorwasserstof f saure 
behandelt und das trockene Extrakt dann in Methanol gelost 

35 wird- 
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Higuchi et al. beschreiben in Nature, Band 332, Seite 542 
(1988) ein Verfahren zum Losen von Haar bei eineia pH-Wert von 
8 durch Einwirkung von Dithiothreitol/ Proteinase K und 2 % 
Natriumdodecylsulfat, um DNA aus dem Aufschluii durch eine 
komplexe cheiuische Extraktionsmethode zu extrahiereh, 

Es warden auch bestimmte Patents angegeben, z.B. die US- 
Patente 3986926, 3966551, 3939040 und 3623950, die sich auf 
enthaarende Mittel zur Gerbung von Fallen beziehen, und die 
Verwendung bestimmter Enzyme, einschlieiilich von Papain, im 
Enthaarungsverf ahren beschreiben . 

Diese und andere Verfahren des Standes der Technik haben sich 
jedoch aus den vorstehend genannte GrUnden, Oder weil sie die 
Analyt-Sonden, z.B. Antikorper, der biologischen analytischen 
Methoden abbauen, und dadurch die Verwendung von solchen 
hochempf indlichen analytischen Verfahren verhindern, als 
nachteilig erwiesen. 

Es besteht deshalb ein Bedtirfnis fUr ein Verfahren zur 
Analytbestinmung, mit dem rasch und vollstandig ein 
bestimmter Analyt aus Haar von einem Individuum gelost werden 
kann, und das eine direkte Analyse der Identitat des Analyten 
und der Dauer der Anwendung des Analyten in^ Oder das 
Ausgesetztsein gegeniiber einem Individuum erlaubt, ohne den 
zu interessierenden Analyten zu zerstoren und/oder eine 
TVnalyt-Sonde fUr ein biologisch analytisches Verfahren. 

Die EP-A-0458594 beschreibt ein Verfahren zur direkten 
Analyse eines Analyten in keratinisierten Strukturen, das die 
Hers tel lung einer Mischung umfafit, die eine Verbindung mit 
niedrigem Redoxpotential, wie z.B. Dithiothreitol Oder 
Dithioerythritol, ein Enzym, das zum Abbau der 
Keratinstruktur geeignet ist, enthait, wodurch es dem Enzym 



Meissner, Bolte & Partner 



M/BWT-0 62-EP/DE 



9 

maglich wird/ die Probe der Keratinstruktur zumindest 
teilweise abzubauen und die Mischung einer Analyse zu 
unterwerfen/ um die Identitat und Menge des Analyten zu 
bestiminen. 

5 

Die CA-A-2092917 beschreibt ein ahnliches Ve^rfahren, bei dem 
die auf schliefiende Mischung ein biologisches Detergens 
enthalt, das den Aufschluli der keratinisierten Struktur bei 
einem relativ niedrigen pH-Wert unterstutzt. 

10 

Zusammenfassung der Erfindung 

Aufgabenstellung der Erfindung ist die Bereitstellung eines 
Verfahrens zur Bestimmung einer Droge und einer Chemikalie; 

15 

eine andere Aufgabenstellung der Erfindung ist die 
Bereitstellung eines Haaranalyseverf ahrens fur eine Droge und 
eine Chemikalie; 

20 eine weitere Aufgabenstellung der Erfindung ist die 

Bereitstellung eines zuverlSLssigen Verfahrens zuiti Losen und 
Analysieren eines Marihuana-Analyts, der in Kopf- und 
Korperhaar vorhanden ist, und, wenn moglich, zur Bestimmung 
der Dauer und des AusmaBes der Einwirkung von Marihuana in 

25 einem Individuum; 

eine weitere Aufgabenstellung der Erfindung ist die 
Bereitstellung einer Haaranalysemethode, die einen Marihuana- 
Analyt aus dem inneren Kern des Haares I5st, ohne den 
30 Analyten zu besch^digen; 

eine weitere Aufgabenstellung der vorliegenden Erfindung ist 
die Bereitstellung einer zuveriassigen Haar-Auf losungsmethode 
und direkten Marihuana-Best immungsmethode, die die Verwendung 
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von hochgenauen Immunoassays/ wie z.B. Radioimmunoassay/ 
erm5glicht ; 

eine weitere erf indungsgemafie Auf gabenstellung ist die 
5 Bereitsteilung eines zuverlassigen Haaranalyseverf ahrens , das 
in einem wesentlichen kurzeren Zeitraum als bekannte 
Haaranalyseverfahren durchgeftihrt warden kann. 

. Eine weitere Aufgabenstellung der vorliegenden Erfindung ist 
10 die Bereitsteilung eines Verfahrens zur Entfernung einer 

st5renden kreuzreagierenden Substanz aus einer Haarprobe, die 
zu falsch-positiven Ergebnissen im Marihuana-Assay ftihren 
kbnnte . 

15 Diese und andere Aufgabenstellungen warden durch das neue 
Anaiysenverfahren nach den Anspruchen 1 und 2 erzielt, die 
die Herstellung einer Mischung umfassen, die Dithiothreitol 
(DTT) Oder Dithioerythritol (DTE)/ ein Enzym, das zur 
AuflCsung des Haars geeignet ist, und eine Haarprobe 

20 umfassen, wobei DTT oder DTE das Haar und/oder das Enzym 
aktivieren k5nnen; das Enzym mindestens einen wesentlichen 
Teil der Probe des Haares unter Bildung einer 
Haarauf schlufilosung losen kann; und ein Teil der 
Haaraufschlul^losung einer Analyse unterworfen wird, um die 

25 Identitat und Menge des Analyten, wenn er vorhanden ist, im 
Haar zu bestimmen. 



Das Enzym kann eine Protease sein, und ist vorzugsweise 
Papain, Chymopapain ode Proteinase K- Um das Verfahren zu 

30 beschleunigen, kOnnen Kupfer, z.B. in Form von Kupfer (III)- 
sulfat, Oder Natriumarsenit (Na2As02) zur Auf schluB16sung 
zugegeben werden, um Uberschtissiges Dithioerythritol oder 
Dithioerythitol in der Mischung zu deaktivieren, das mit 
verschiedenen Komponenten der Mischung in storende 

35 Wechselwirkung treten konnte. Vorzugsweise wird die Analyse 
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des gelosten Analyts mittels einer biologischen analytischen 
Methode, wie z.B. einem Immunoassay/ z.B. Radioimmunoassay/ 
durchgef uhrt . 



5 Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Erf indungsgemafi wird ein Verfahren bereitgestellt, das die 
rasche und vollstandige Losung von Marihuana-Analyt aus Kopf- 
oder Korperhaar eines Individuums, das vorher dem Analyt 
10 ausgesetzt war, z.B. den Analyt aufgenommen hat, mOglich, und 

W nachfolgende Identif izierung des Analyts durch 

hochempf indliche Immunoassays. Die L5sung des Analyts aus dem 
Inneren des Haars wird ohne Beschadigung des in der 
organischen Matrix der Haarfasern eingeschlossenen Analyts, 
15 der anaiysiert werden soil, durchgefUhrt, und beeintrachtigt 
auiierdem auch nicht eine nachfolgend verwendete Sonde (z.B. 
einen Antikorper) einer biologisch analytischen Methode. Die 
erfindungsgemaJie Haaranalysemethode erm^glicht auch die 
Bestimmung von vorausgegangenen Einnahmegewohnheiten in einem 
20 Individuum wShrend lingerer ZeitrSuiae ohne DurchfUhrung 
wiederholter Tests, die bei konventionellen Analyt- 

^ Bestimmungsmethoden, die den Gehalt des Analyts in Blut- oder 

Urinproben messen, notwendig zu machen. 

25 Insbesondere umfaJit die Erfindung den raschen enzyinatischen 
AufschluB des Proteins von Haarproben, und nachfolgende 
effektive Deaktivierung . des Enzyms und eines assoziierten 
Enzym/Substrat-Aktivators (DTT und DTE) . Der resultierte 
solubilisierte Analyt in der Haaraufschluiilosung wird dann 

30 durch hochsensitive Immunoassays anaiysiert. Es wurde 

gefunden, daS die Menge des im Haar eingeschlossenen Analyten 
direkt proportional ist zur Menge des auf geschlossenen 
Analyten. 
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ErfindungsgemaB wird eine Haarprobe zuerst einem Individuum, 
das in Verdacht steht, einem bestimmten Analyten ausgesetzt 
gewesen zu sein oder ihn eingenommen hat. Vorzugsweise wird 
die Haarprobe zuerst nach bekannten Methoden zur Entfernung 
5 von Analyten oder anderen Drogen oder Cheiaikalien, die sich 
an der Oberflache des Haars durch auJieren Kontakt, und nicht 
durch eine tatsachliche Einnahme/ abgelagert haben konnte, 
gewaschen. Diese Haarprobe wird dann einer Behandlung mit 
bestimmten Enzymen- zusammen mit einem bestimmten 

10 Enzym/Substrat-Aktivator unterworfen^ um den vollstandigen 
Oder nahezu vollstandigen Aufschluli der organischen Matrix 
der Haarfaser, d.h, von Keratin, zu bewirken. Der zu 
untersuchende Analyt, der in der organischen Matrix des Haars 
,,eingefangen war* wird dann in die Losung freigesetzt, oder, 

15 wenn er an Protein gebunden ist, ist der Analyt sogar fur den 
Antikorper, der in den analytischen Methoden auf Proteinbasis 
verwendet wird, zugangiich. Um das erf indungsgemaSe Verfahren 
vollstandig und genau durchzufilhren, ist ein vollstandiger 
Aufschlufi der keratinisierten Struktur zweckmSfiig. 



20 



25 



Zum Aufschlufi der Haarproben sind Proteasen bevorzugt. Am 
meisten .aktiv, und deshalb zur erfindungsgemSLflen Verwendung 
bevorzugt, sind die Enzyme Papain, Chymopapain und Proteinase 



Es wurde gefunden, daft eine Anzahl anderer Proteasen im 
erfindungsgemaJien Verfahren bei niedrigen pH-Werten {z.B. pH 
= 7 bis 9) wirksam sind, nSmlich Protease Typ IV (bakteriell, 
aus Streptomyces caespitosus) , Typ VIII (aus Bacillus 

30 Subtilis), Typ XI (Proteinase K, pilzartig, aus Tritirachium 
album), Typ XIV (Pronase, aus Streptomyces griseus) , Typ XVI 
(aus Bacillus subtilis) , Typ XVIII (Newlase, aus Rhizopus 
species), Typ XIX (aus Apergillus sojae), Typ XXI (aus 
Streptomyces griseus), Typ XXIV (bakteriell), Typ XXVII 

35 (Nagarase) , Typ III (Prolase) und Typ XXIli (aus Aspergillus 
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Oryzae) (alle sind von Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) 
erhaitlich. 

Wie vorstehend angegeben, sehen bestimmte Verfahren des 
Standes der Technik die Verwendung von Papain zur 
Haarentf ernung von. Diese Enthaarungsverfahren entfernen das 
Haar von Fellen und Haut indem sie es ausreichend weich 
machen, wodurch eine leichte Entfernung durch Abschaben oder 
andere mechanische Mittel moglich wird, und Verwenden billige 
und wenig effektive Sulf idryi-Enzym- und Substrataktivatoren, 
wie z.B. Thioglykolsaure oder Cystein. Diese Verfahren bauen 
das Haar nur teilweise ab und fiihren zu keinem vollstandigen 
chemischen Aufschluii des Haares. Ein bloiies Weichmachen des 
Haares fUhrt nicht zu einem vollstandigen oder nahezu 
vollstandigem Aufschluii des Haares, der notwendig ist, um 
eine vollstandige Freisetzung des „eingeschlossenen^ Analyten 
zu erhalten. Dariiberhinaus sind die Sulf idryl-Enzym- 
Aktivatoren, die in diesem Enthaarungsverfahren verwendet 
werden, auch gegenuber- bestimmten biologischen Analyt-Sonden, 
wie z.B. Antikorpern, schadlich. 

Im Gegensatz zu diesen Enthaarungsverfahren verwendet das 
erfindungsgemafie Verfahren Dithiothreitol {,,DTT* oder 2,3- 
Dihydroxbutan-1, 4^dithiol) oder sein Isomer Dithioerythritol 
(^DTE'' Oder 2, 3-Dihydroxybutan-l, 4-dithiol) als Substrat und 
Enzymaktivator . Uberraschenderweise wurde gefunden, daft DTT 
und DTE ein hochaktives Enzym produzieren, das zum AufschluB 
von Haar innerhalb einer kurzen Zeit, z.B. von ca. 3 Stunden, 
die zur Freisetzung des Analyten in die Haarauf schlufilosung 
fahig sind. Diese hohe AktivitSt des Enzyms wurde zumindest 
teilweise aufgrund der Tatsache angenommen, dai3 die 
Aktivierung der keratinisierten Struktursubstanz selbst durch 
DTT und DTE, und vermutlich durch die Wirkung von DTT und DTE 
bei der Spaltung von Disulf idbindungen in der keratinisierten 
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Struktur, verantwortlich sind, die den enzymatischen Angriff 
erleichtern. 

Sobald das Protein der keratinisierten Struktur vollstandig 
Oder zuiuindest teilweise auf geschlossen ist, wodurch der 
Analyt in die Losungsmischung freigesetzt wird, wurde 
gefunden, dal^ es notwendig wird, das Enzym und die 
Enzym/Substrat-Aktivatoren zu deaktivieren urn den Analyt 
biologischen analytischen Sonden, wie z.B. Antikorpern, 
auszusetzen, da das Enzym und die Enzym/Substrat-Aktivatoren, 
wie vorstehend angegeben/ die strukturelle Integritat der 
Proteinsubstanzen, die an dem analytischen Verfahren 
beteiligt sind/ storend beeinflussen konnen. Die Aufgabe der 
Deaktivierung der Sulfhydryl-abhangenden Enzyme, wie z.B. von 
Papain, hat sich als schwierig erwiesen, da nach der 
Haaraufschluiistufe die Enzyme in einem ^See'' von 
Sulfhydrylgruppen, die zu den f reigeset zten Haarproteinen und 
Enzym/Substrat-Aktivierungsmitteln gehoren, ^begraben"^ 
werden. Bekannte Sulfhydryl-Blockierungsmittel sind zur 
Deaktivierung der Enzyme nicht wirksam, well die bekannten 
Sulfidrylblocker die Tendenz zeigen, an den abgebauten 
Haarproteinen und DTT oder DTE anzubinden, und nicht 
notwendigerweise an die Enzym-Sulf idrylstellen, die zur 
Blockierung der Aktivierung der Enzyme kritisch sind. Es ist 
deshalb nicht moglich, die Immunoassay wirksam zu verwenden, 
wenn die Enzym-Sulfhydrylstellen noch aktiv sind. 

Oberrachenderweise wurde deshalb f estgestellt , daJ3 DTT und 
DTE nicht nur wirken um die Enzyme zu aktivieren und/oder 
bewirken, dafi das Haar Uberraschenderweise eine hohe 
Haarauflbsungsaktivitat zeigt, sondern da6 sie auch wirken 
konnen, um das Enzym durch eine direkte oder indirekte 
(Enzym-Selbstdeaktivierung) durch einen direkten oder 
indirekten (Enzym Selbstdeaktivierung) -Mechanismus zu 
deaktivieren, nachdem das Enzym den vollsttndigen oder nahezu 
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volistandigen AufschiuJi des Haarproteins bewirkt. 
Typischerweise tritt die Enzymdeaktivierung innerhalb von ca. 
4 bis 5 Stunden nach Einwirkung des DTT oder DTE auf das 
Enzym ein, was eine fur das Enzym ausreichende Zeit ist, urn 
den AufschluB der Haarprobe zu bewirken. Sobald das Enzym 
deaktiviert wurde, wurde gefunden, daB das Enzym durch 
Einwirkung von frischem DTT oder DTE nicht mehr reaktiviert 
Oder regeneriert werden kann. 

Die Deaktivierung von mindestens einigen der nicht- 
Sulfhydryl-abhangigen Proteasen, z.B. Proteinase K, durch 
seinen Inhibitor, Phenylmethylsulfonylchlorid, ist im 
allgeiaeinen nicht erforderlich^ da gefunden wurde, daB das 
Enzym gegentiber den Antikorpern, die in den Immunoassay- 
Verfahren auf Proteinbasis verwendet werden, nicht aktiv ist, 

Es wurde auBerdem gefunden, daB aktives DTT und DTE, die in 
der Haarauf schluj515sung vorhanden sind, eine Gefahr fUr die 
Struktur und Aktivitat anderer Proteine, denen es ausgesetzt 
ist, darstellt, z.B. Antik5rper> die in einem 
Radioimmunoassay verwendet werden. 

Es war deshalb ebenfalls ein Uberraschendes Ergebnis, dali DTT 
Oder DTE in die Reaktionsmischung nicht nur wirken, indem sie 
das Enzym deaktivieren, sondern in der Auf schlufilosung ohne 
Einfuhrung eines Inhibitors selbst deaktiviert werden. 
Typischerweise tritt die spontane Deaktivierung von DTT oder 
DTE auf, nachdem die Haarprobe aufgeschlossen wurde, aber 
weniger als ca. 14 Stunden nach der ersten Einwirkung des 
Enzyms, was von den verschiedenen Konzentrationen und Mengen 
des verwendeten Enzyms und DTT oder DTE, dem pH-Wert, der 
Temperatur, der Menge der Haarprobe, usw., abhSngt. 

Nach dem erf indungsgemaJien Verfahren kann ein vollstandiger 
Haarauf schlufi deshalb in einem relativ kurzen Zeitraum 
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durchgefuhrt wurden, z.B. Uber Nacht/ und die 
Haarauf schlufilosung, die den f reigesetzten interessierenden 
Analyten enthait, kann direkt, wirksam und genau am nachsten 
Morgan einem Immunoassay unterworfen werden. Die gesamte 
Methode vom Waschen der Haarprobe bis zur Identif izierung des 
Analyten sollte typischerweise nicht langer als ca. 16 bis 20 
Stunden dauern. Es ist nur eine geringe oder keine Einwirkung 
durch ein individuelles Durchfuhren des Verfahrens 
erforderlich, um den Analyten von der Haarprobe f reizusetzen, 
sobald das Enzym und DTT oder DTE in Kontakt mit der 
Haarprobe koininen . 

Alternativ wurde festgestellt, dafi die Zugabe von Kupfer, 
vorzugsweise in Form von Kupfer (III) -sulfat oder anderen 
ahnlichen Verbindungen, die Kupferionen in Ldsung erzeugen, 
zur Sulfhydrylgruppen-reichen Haarauf schluBiosung so wirken, 
dafi sie die Sulf hydrylgruppen von DTT oder DTE rascher 
deaktivieren. Der Zusatz geringer Mengen von Kupfer(III)- 
sulfat zur Haaraufschlufimischung nach AufschluB der Haarprobe 
und die Deaktivierung des Enzyms durch DTT oder DTE verkUrzt 
deshalb die Zeit, in der die Haarauf schlufimischung der 
Immunoassaymethode unterworfen werden kann, betrachtlich, da 
es nicht notwendig ist, auf die Deaktivierung von DTT oder 
DTE zu warten, die typischerweise nach weniger als ca. 14 
Stunden nach ihrer Zugabe zur Auf schlufilosung auftritt. 
Typischerweise werden ca. 100 pi Kupf er ( III ) -sulf at 
(10 mg/ml) zu 1 ml Haarauf schlufilosung ca. 4 bis 5 Stunden 
nach in-Kontakt-Bringen des Enzyms und (DTT oder DTE) mit der 
Haarprobe zugegeben, um dem Enzym ausreichende Zeit zu geben, 
die Haarprobe zu 15sen. 

Auf ahnliche Weise kann Natriumarsenit (NaAsOz) 
erfindungsgem^JJ verwendet werden, um restliches DTT oder DTE 
durch Bildung eines Niederschlags zu entfernen. 
Typischerweise werden 100 ml einer 100 mg/ml Losung von 
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Natriumarsenit zu 1 ml Haarauf schluJilosung zugegeben, um die 
Deaktivierung von DTT und DTE zu bewirken. 

Sobald die rasche und wirksame Auflosung des Haars zum Zwecke 
der Freisetzung des eingef angenen Analyten wie vorstehend 
beschrieben bewirkt ist, wird die Analytmischung dann einer 
Behandlung mit einem lonenaustauscherharz und einer Analyse 
mittels Immunoasay, z.B, Radioimmunoassay (,,RIA'') 
unterworfen, Solche Verfahren sind zur Verwendung in der 
vorliegenden Erfindung bevorzugt, weil RIA und ahnliche 
Immunoassays zur Zeit die einzigen bekannten Masse- 
produzierende Verfahren sind, die die er f order liche 
Empfindlichkeit und Eignung zur Messung der geringen 
Konzentrationen der in den Haarproben enthaltenen Analyten 
besitzen. Die Verwendung dieser Verfahren ist bevorzugt, weil 
nur ca. 0,5 bis 1,0 mg Haar notwendig sind, um die Analyse 
durch RIA und andere Immunoassays durchzufuhren. Fur einen 
bestimmten DrogenmiBbrauch wurde tatsachlich gefunden, daB 
die Analyse nach dem erf indungsgemafien Verfahren wirksam 
durchgefiihrt werden kann mit einer so geringen Menge wie 
einem oder zwei Haaren mit einer LSnge von ca. 1 Inch. 

Anstelle der analytischen Verfahren auf Proteinbasis konnen 
auch andere analytische Methoden verwendet werden, 
einschlieJ^lich instrumentellen Methoden, wie z.B. 
Chromatographie, Massenspektrometrie, usw. Weil diese 
Verfahren nicht auf der Basis von Protein arbeiten, sind die 
Stufen der Deaktivierung des Enzyms und von DTT oder DTE 
nicht notwendig, wenn analytische Verfahren auf nicht- 
Proteinbasis verwendet werden. Die Geschwindigkeit und die 
schonende Behandlung des erf indungsgem^lien 
Extraktionsverfahrens und die Fahigkeit, die 
Extraktionseffizienz durch EinschluB eines ^Tracers'*, d.h. 
des Einschlufles einer bekannten Menge eines Analyten, macht 
die hier beschriebene Auf schlufimethode auch fUr ' 
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instrument elle Analysenverf ahren, wie z.B. Gaschromatographie 
und Massenspektrometrie, zur Methode der Wahl. 

Das erfindungsgemafie Verfahren hat sich als wirksam zur 
Bestimmung der Einnahme und fruheren Einnahme von Marihuana 
herausgestellt . 

Bei der Durchfiihrung des Verfahrens ist es bevorzugt, dali 
eine wasserige Losung von ca. 110 mg DTT oder DTE/10 ml 
Wasser verwendet wird, obwohl Konzentrationen von DTT oder 
DTE von ca- 50 bis 200mg/10 ml Wasser im Verfahren wirksam 
sind. Bevorzugt ist es, daJi das GewichtsverhSltnis von DTT 
Oder DTE zu Papain oder Chymopapain ca. 110:2 betrSgt [wenn 
die Enzymreinheit 16 bis 40 BAEE Einheiten/mg Protein ist], 
obwohl wirksame Ergebnisse auch bei Gewichtsverhaltnissen von 
DTT Oder DTE zu Papain oder Chymopapain in Bereich von 110:1 
bis ca. 110:4 beobachtet wurden. Im Hinblick auf Proteinase K 
und andere Proteasen ist es bevorzugt, daii das 
Gewichtsverhaitnis von DTT oder DTE zu Proteinase K (oder 
anderen Proteasen) ca. 1200:1- ist (wenn die Enzymreinheit 10 
bis 20 Einheiten pro mg Protein betragt) , obwohl 
Gewichtsverhaitnisse von 1200:0/5 bis ca. 1200:2 ebenfalls 
wirksam sind. 

Die Konzentration an Haarprotein wird vorzugsweise bei ca. 10 

mg Haar/ml Auf schlui31osung gehalten, urn variable 

Matrixef fekte in einem nachfolgend verwendeten Immunoassay zu 

verhindern. 

Bevorzugt ist es, dafi der erf indungsgemSJie enzymatische 
Aufschlufi des Haars bei niedrigen Temperaturen und nahe am 
neutralen pH-Wert durchgefUhrt wird. In dieser Hinsicht ist 
es bevorzugt, das Verfahren durchzufUhren, wenn Papain, 
Chymopapain oder andere Sulfhydryl-abhSngige Enzyme bei einer 
Temperatur zwischen ca. 20 °C und 40 ""C als Enzym verwendet 
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werden, und bei einem pH-Wert zwischen ca. pH = 8,^8 und 10,5. 
Vorzugsweise liegt der pH-Wert des Verfahrens zwischen ca. 
8,8 und 9,5. In einer besonders bevorzugten AusfUhrungsforiti 
betragt die Temperatur ca. 37 ^C, und der pH-Wert ca. 9,1. 

Wenn die Proteinase K oder andere Proteasen als Enzym 
verwendet werden, ist es bevorzugt, das Verfahren zwischen 
ca. 20 und 40 °C und bei einem pH-Wert zwischen ca. 7 und 9 
durchzuf Uhren. In der besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
betragt die Temperatur ca. 37 °C und der pH-Wert ca. 7, Ga- 
unter diesen Bedingungen betragt das Risiko der Beschadigung 
eines bestimmten Analyten ein Minimum. Andere Enzyme, die 
Haar unter neutralen oder sauren Bedingungen IGsen sind: 
Protease Typ XIV (Pronase) , Typ III (Prolase) / Typ IV, Typ 
VIII, Typ XVI, Typ XVIII, Typ XIX, Typ XXIV, Typ XXVII 
(Nagarse), Typ XXVIII, Typ XXI und Typ XXIII. 

Unter bestimmten Bedingungen ist es von Vorteil, das 
erfindungsgemSBe Verfahren bei einem niedrigeren als dem 
Ublichen pH-Wert durchzuftihren, um die chemische Struktur des 
Analyten. auf rechtzuerhalten oder um die DurchfUhrung des 
Verfahrens zu vereinfachen, Wie vorstehend angegeben, tritt 
der AufschluB des Haares bei einem pH-Wert zwischen ca. 8/3 
und 10,5 auf, wenn ein Sulf hydryl-abhangiges Enzym (z.B. 
Papain) verwendet wird, und zwischen 7 und 9, wenn eine 
Protease ( z .B . Proteinase K) verwendet wird. Bei irgendeinem 
pH-Wert in einem dieser Bereiche konnen verschiedene Analyten 
jedoch instabil werden oder zu einer verschiedenen Form 
hydroiysieren, was sowohl die Messung der Quantitat als auch 
der Qualitat des Analyten in der nachfolgenden Analyses tufe 
beeinflussen konnte. Es wurde gefunden, dafi bestimmte 
biologische Detergentien zur L5sung von Komponenten 
biologischer Membranen den AufschluB des Haares bei einem 
relativ niedrigen pH-Wert unterstUtzen, ohne die enzymatische 
Aktivitat oder die Antikorper-Antigen-Reaktion, die die 
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Empf indlichkeit des Immunoassays beeinfluiit, zu stGren. Dies 
ist uberraschend und unerwartet, da festgestellt wurde, daB 
andere biologische Detergentien zur Verwendung in der 
Erfindung als ungeeignet gefunden wurden, well sie zur 
Unterstatzung des AufschluBes bei dem gewunschten niedrigen 
pH-Wert unwirksam sind, Proteinase K oder andere Haarprotein- 
auf schliefiende Enzyme deaktivieren und/oder die Bindung des 
Analyten durch den Antikorper stdren oder beeinf iussen, 
wodurch die Empfindlichkeit des Immunoassay drastisch 
verringert wird. Siehe z.B. Higuchi, R. et al, „DNA Typing 
From Single Hairs', Nature 332 (1988) 543-546. 

Die biologischen Detergentien zusammen mit einem geeigneten 
Enzym (z.B. Protease und Sulfhydrylenzyme) und dem Aktivator 
(z.B. DTT und DTE) sind zur Unterstiitzung des Aufschlufies der 
Haarprobe bei einem verringerten pH-Wert im Bereich von ca. 
6,2 und 8 wirksam. Bestimmte der hier beschriebenen 
biologischen Detergentien sind erf indungsgemai^ bei einem pH~ 
Wert, der so niedrig wie ca. 5,8 ist, wirksam. 

Die Proteaseenzyme (wie z.B. Proteinase K) sind ftir die 
Verwendung mit den hier beschriebenen biologischen 
Detergentien bevorzugt. Die biologischen Detergentien konnen 
auch wirksam zusammen mit den Sulfhydrylenzymen, z.B. Papain, 
verwendet werden, urn den AufschluIS der Haarprobe bei einem 
niedrigeren pH-Wert zu bewirken. 

Die als erf indungsgemaB brauchbar gefundenen biologischen 
Detergentien lamfassen die GallensSuredetergentien, wie z.B. 
Glykocholsaure, CholsSure, TaurocholsSure, Deoxychols^ure, 
Glykodeoxycholsaure, TaurodeoxycholsSure und Salze davon, 
einschlieBlich von Natriumsalzen. Andere Detergentien, die 
zur erfindungsgemSBen Verwendung brauchbar sind, sind Sulfo- 
Betaine, wie z.B. die Zwittergentien^^^ , und Betaine, wie 
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z.B. Empigen BB (Handelsname) (N-Dodecyl-N, H-dimethylglycin) 
(alle von Calbiochem. Corp., La Jolla, CA) erhaltlich. 



Weitere Detergentien, die zur erfindungsgemaBen UnterstUtzung 
5 des Aufschlufies von Haar bei relativ niedrigen pH-Werten 
brauchbar sind, sind die Alkylglykoside, einschliefilich 
Hexyl-B-D-glycopyranosid, Heptyl-B-D-glycopyranosid, Octyl-B- 
D-glucopyranosid, Nonyl-B-D-glucopyranosid, Decyi-B-D~ 
. glucopyranosid/ Dodecyl-B-D-maltosid und Octyl-B-D- 
10 thioglucopyranosid (OSGP) . Mischungen von Alkylglucosiden, 
wie z.B. das Produkt ELUGENT (Handelsname) (Calbiochem) sind 
ebenfalls wirksam. 



Besonders bevorzugt fUr die Verwendung in der vorliegenden 
15 Erfindung sind die Gallensauren CholsSure und Glycocholsaure, 
die den AufschluB von Haar bei einem pH-Wert im Bereich von 
ca. 6,3 bis 8 unterstutzen. Die Deoxycholate, wie z.B. 
Deoxycholsaure und Glycodeoxycholsaure, sind wirksam bei der 
Unterstiitzung des AufschluBes von Haar bei einem pH-Wert 
20 oberhaib von ca. 7. 



Von den von Calbiochem Corp., La Jolla, CA, hergestellten 
Detergentien sind Zwittergent^^^ SB3-14 (CAS Registry Nr. 
14933-09-6, N-Tetradecylsulfobetain oder 3- 

25 (Dodecyldimethylammonio) propan-l-sulf onat ) bevorzugt . Der 
AufschluJi des Haares unter Verwendung von Zwittergent ^^*- 
Sulfo-betain-Detergentien tritt typischerweise bei pH = 6,3 
bei 37 °C auf . Zwittergents^^^ sind eine Klasse von 
Detergentien, die als Sulfo-betaine mit der allgemeinen 

30 Struktur bekannt sind: 



35 
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worin x irgendeine Zahl sein kann, die ein wirksames 
biologisches Detergens ergibt. Bevorzugt sind solche 
Verbindungen, worin x im Bereich von 7 bis 16 liegt. 
Besonders bevorzugt ist ein Detergens mit x = 14, Andere 



erf indungsgemafi brauchbare Zwittergent 
Detergentien sind: 



(R) 



•Sulfo-betain- 



10 1. Zwittergent'^^ SB3-08 worin x = 7 [N-Octylsulf obetain oder 
3- (Octyldiniethylainmonio)propan-l-sulfonat] [CAS Registry Nr. 
15178-76-4] . 

2. Zwittergent^^* SB3-10 worin x = 9 [N-D-Dodecylsulfobetain 
15 Oder 3- (Dodecyldimethylainmonio)propan-l-sulfonat] [CAS 
Registry No, 15163-36-7]. 



20 



3. Zwittergent^^* SB3-12 worin x = 11 [N-Dodecylsulfobetain 
Oder 3- (Dodecyldimethylainnionio)propan-l-sulfonat] [CAS 
Registry No. 14933-09-6], 



25 



4. Zwittergent'^^ SB3-14 worin x = 13 [N-Tetracylsulfobetain 
Oder 3- {Dodecyldimethylammonio) propan-l-sulfonat] [CAS 
Registry No. 14933-09-6] . 

t-O) 

5. Zwittergent SB3-16 worin x = 15 [N-Hexadecylsuifobetain 
Oder 3- (Hexadecyldimethylammonio) propan-l-sulfonat] [CAS 
Registry No. 2281-11-0] . 



30 FUr Slcreeningassays auf die Einnalime von Marihuana sind 
Cliolat- und Deoxycholat-Detergentien bevorzugt. 



Bei der praktischen Durchfiilirung wird das biologische 
Detergens mit der wSsserigen Lbsung des Aktivators, wie z.B. 
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DTT (Oder DTE) und dem Enzym (vorzugsweise Proteinase K) vor 
dem in-Kontakt-Bringen der LGsung mit der Haarprobe in einem 
bevorzugten Temperaturbereich von ca. 30 bis 40 °C, wie hier 
beschrieben, gemischt. Typischerweise werden ca. 1 bis 2 mg 
des biologischen Detergens zur ca. 1 ml Aufschlufilosung 
zugegeben. 



Erf indungsgemaB wird ein lonenaustauschharz verwendet, urn von 
der Haarauf schluBlosung eine Substanz zu entfernen, die mit 
dem Marihuanaassay eine stbrende Reaktion ergibt. Diese 
St^rung trat mit alien zur Zeit verfiigbaren kommerziellen 
RIA-Kits auf , die zur Bestiromung von Cannabinoiden geeignet 
sind. Die storende Substanz ist in jeder Haarprobe in von 
Individuum zu Individuum wechselnden Mengen vorhanden, und es 
wird angenommen, dafi sie im Haar auf natUrliche Weise 
vorkommt und scheint den Assay als Ergebnis einer 
Kreuzreaktion mit dem Marihuana-RIA-Antikorper (d.h. den auf 
Cannabinoiden spezif ischen) zu storen, und weniger durch 
Matrixwirkungen. Dies ist wahrscheinlich deshalb der Fall, 
weil die Verdunnung der storenden Substanz eine asymptotische 
Kurve bildet, die in der Form identisch mit der Form der 
Eichkurve erscheint, die mit dem Carboxytetrahydro-Cannabinol 
(^Carboxy-THC" ) -Standard, der fUr einen RIA-Marihuana-Assay 
verwendet wird, scheint, und nicht eine S-geformte 
VerdUnnungs kurve, die zu erwarten ist, wenn Matrixef f ekte die 
Ursache der Storung waren. Es scheint, daii diese storende 
Substanz eine Lipidsubstanz ist und eine starke strukturelle 
Ahniichkeit zu Carboxy-THC besitzt. 

Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Carboxy-THC und anderen 
Cannabinoiden, wie z.B. Tetrahydrocannabinol („THC*) ergibt 
die storende Substanz falsch-positive Ergebnisse in Assays an 
Haarauf schliissen unter Verwendung von RIA zur Bestimmung der 
Aufnahme von Marihuana. Mit anderen Worten wird RIA 
irrtOmlicherweise die storende Substanz als ein Cannabinoid 
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der Aufnahme von Marihuana identif izieren, sogar dann, wenn 
Individuen kein Marihuana aufgenormnen haben. Es ist deshalb 
notwendig, bei der Durchfuhrung eines RIA-Assays zur 
Bestimmung der Einnahme von Marihuana die stOrende Substanz 
von der Auf schlufildsung zu entfernen, bevor die L^sung der 
Immunoassayanalyse unterworfen wird. 

Da das Vorhandensein dieser storenden Substanz iiti Haar eine 
neue Entdeckung ist, gibt es im Stand der Technik keine 
bekannte Methode uiti sie zu entfernen. Die Entfernung der 
stQrenden Substanz aus der Auf schluBlosung ist aufierdem durch 
die Ahnlichkeit mit Lipid-Carboxy-THC und THC kompliziert, 
die Ublichsten diagnostischen Analyten in einem 
Marihuanaassay. Viele Filtrationsverfahren mit der FShigkeit, 
unerwiinschte Substanzen abzuf iltrieren, sind zur Entfernung 
der storenden Substanz aus der Auf schluBlosung nicht wirksam, 
weil sie entweder die storende Substanz nicht wirksam 
entfernen und/oder weil sie die Analyten entfernen, z.B. THC 
und Carboxy-THC. 

Es war deshalb uberraschend, daB im Haar ein Analyt 
existiert, der eine Marihuana-Einnahme anzeigt, und der nicht 
viele der lipiden Eigenschaf ten der starenden 
kreuzreagierenden Substanz besitzt, und trotzdem mit dem im 
RIA-Assay auf Marihuana verwendeten Cannabinoid-AntikiJrper 
reagiert. Die exakte chemische Struktur dieser 
immunoreaktiven Substanz (Substanzen), oder des modif izierten 
Lipid-Marihuana-Anaiyten ist nicht bekannt. Seine Gegenwart 
in der Haarprobe bestatigt jedoch die Einnahme von Marihuana. 

Oberraschend ist auch die Feststellung, daB die storende 
Substanz aus der Auf schlufllosung entfernt werden kann, ohne 
den neu entdeckten modif izierten lipidischen Marihuana-Analyt 
unter Verwendung bestiromter im Handel erhaitlicher 
lonenaustauscher zu entfernen. Es wurde gefunden, dal5 



Meissner, Bolte & Partner 



M/BWT-062-EP/DE 



25 

Suspensionen bestiinmter lonenaustauschharze beim Kontakt mit 
der Aufschlufllosung die storende Substanz zusammen mit 
bestiitunten Cannabinoiden, wie z.B, THC, aus der 
Aufschiufilosung entfernen, aber in der Auf schlufilCsung andere 
diagnostische Cannabinoide, wie z,B, den modif izierten 
Lipiden Marihuana-Analyt , zuracklassen, der dann durch im 
Handel erhaltliche RIA-Kits unter ' Verwendung eines 
Cannabinoid-Antikorpers bestimmt werden kann. Die Verwendung 
dieser lonenaustauschharze zur Entfernung der storenden 
Substanz, wodurch die Bestimmung der modif izierten 
lipidischen Mar ihuana -Anal y ten im RIA-Assay ohne Storung 
mdglich ist, ist es sowohl zweckmafiig und kostenef f ektiv. 

Wirksame lonenaustauschharze sind sowohl anionische als auch 
kationische- Sie sind im allgemeinen handelUblich erhaitlich, 
wie z.B. von Sigma Chemical Co., St, Louis, Missouri. Es 
wurde j edoch gefunden, dafii sie nicht in der Form am 
wirksamsten sind, in der sie im Handel erhaltlich sind (im 
allgemeinen als grobe, sich rasch absetzende Teilchen) , oder 
auf die Weise, in der sie allgemein verwendet werden (z.B. 
als gepackte Saulen) , sondern wenn sie in Kontakt mit der 
AufschluJJlGsung in Form einer Suspension stehen, z.B. wenn 
sie durch heftiges RUhren in kleinere sich langsam absetzende 
Teilchen zerbrochen werden und aus diesen kleinen Teilchen 
eine feine Suspension hergestellt wird. Wirksame 
lonenaustauschharze umfassen: 

1. Anionenaustauscher an Dextrose, wie z.B. DEAE-Sephadex 
(Handelsname) (A-25 und A-50-Diethylaminoethyl Sephadex) und 
QAE-Sephadex (Q-50 Diethyl- [2-hydroxypropyl) aminoethyi 
Sephadex) ; 

2. Anionenaustauscher an Agarose, wie z.B. DEAE Sepharose CL- 
6B (Handelsname) {Diethylaminoethyl Sepharose) und Q 
Sepharose; 

3. Anionenaustauscher an Cellulose, wie z.B. DEAE Sephacel 
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(Handelsname) (Diethylaminoethyl Sephacel) ; 
Ecteola Cellulose (Epichlorhydrin Triethanolamin Cellulose) ; 
PEI Cellulose (Polyethylenimin Cellulose) ; QAE Cellulose 
(Diethyl- [2-hydroxypropyl]aminoethylcellulose) ; und DEAE- 

Cellulose; 

4. Kationenaustauscher an Dextran^ wie z.B. SP~Sephadex C25 
(Sulfopropyl Sephadex) 

5. Stark saure Kationenaustauscher an Polystyrol, wie z.B: 
Amberlite 200 (Handelsname) (aktive Gruppe: Sulfonsaure, 
Natriumform) ; Dowex HCR-S (Handelsname) (aktive Gruppe: an 
Kerne gebundene Sulfonsaure, Wasserstof f form) und Dowex- 
makropor^jses Harz (aktive Gruppe: kerngebundene Sulfonsure, 
Wasserstof f form) . 

6. Spezielle Austauscher, wie z-B. Benzyl-DEAE-Cellulose 
(Benzyldiethylaminoethylceilulose) und TEAE-Cellulose 
(Triethylaminocellulose) . 

Die Konzentration an Harz wird abhangig vom verwendeten Harz 
variieren. Die Konzentrationen konnen bis zu ca. 50 % 
(Gew/Vol) variieren. Eine Suspension aus DEAE Sephadex A25 in 
deionisiertem Wasser wird z.B. vorzugsweise hergestellt unter 
Verwendung von ca. 3 bis 9 g Harz/lOO ml Wassr. Die 
Suspension wird quellen gelassen. Es wurde gefunden, daB ein 
mindestens einstUndiges Quell enlassen bei Raumtemperatur 
ausreicht. Nach dem Quellen wird die Suspension mindestens 30 
Minuten und vorzugsweise bis zu ca. 60 Minuten gerUhrt oder 
heftig geschtittelt, bis eine feine Suspension erhalten wird. 
Vorzugsweise besitzt die Suspension eine Absetzzeit im 
Bereich von 50 bis 60 Minuten, im Vergleich mit ca. 10 bis 15 
Minuten fur eine wSisserige Suspension eines nicht 
geschottelten Harzes. Ein heftiges RUhren oder irgendeine 
andere Methode, die zu einem Aufbrechen des Harzes in kleine 
Teilchen fUhrt, ergibt die besten Ergebnisse bei der 
Entfernung der stGrenden Substanz aus der Auf schlufil5sung. 
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Urn die Entfernung der starenden Substanz zu erzielen, warden 
ca. gleiche Teile der Haaraufschlufilosung und der feinen 
Suspension miteinander gemischt. Das Verhaltnis von 
Suspension zu Haarauf schluBldsung hangt jedoch vom 
verwendeten Harz und seiner Konzentration in der 
Haarsuspension ah. Im allgemeinen betragt das Verhaltnis der 
Aufschiu/ilosung zur Suspension 4 bis 3, wenn eine Suspension 
von 3 bis 9 % (im Gewicht/Volumen) verwendet wird. Die 
Mischung wird so geruhrt, dai5 die Suspension und die 
Aufschlufilosung in direktem Kontakt miteinander sind. Dann 
wird destilliertes Wasser zugefUgt und die Mischung 
zentrifugiert, und eine Probe des tJberstands von der 
.harzhaitigen Auf schluB15sung erfindungsgemaB geprUft. 

Obgleich das erf indungsgemafie Verfahren zur Entfernung der 
storenden Substanz im Zusaminenhang mit einer Auf schlufildsung 
beschrieben wurde, ist es einzusehen, daB die 
lonenaustauschharz-Suspension bei irgendeinem 
Haaranalyseverfahren verwendet warden kann, bei dem die 
Entfernung der st5renden Substanz wunschenswert oder 
notwendig ist, vorausgesetzt, dafl die Analyten in einer 
wasserigen Albuminiasung nahe dem neutralen pH-Wert, wie er 
fur den RIA-Assay erforderlich ist, enthalten sind. Die 
Harzsuspensionen kdnnen z.B. zusamiaen mit bekannten 
Haarextraktions (SMure, Base oder Losungsmittel) -Verfahren 
Oder irgendeinem anderen Verfahren verwendet werden, das eine 
Haarprobe zerstdrt, und eine Freisetzung von mindestens einem 
Teil des Inhalts der Haarprobe in eine Losung ergibt, die die 
starende Substanz enthait. 

Im Gegensatz zu anderen verfugbaren Analyt- 

Bestimmungsmethoden, wie z.B, Urin- und Blutanalysen, erlaubt 
das erfindungsgemSLBe Verfahren die Bestimmung der Einnahme 
eines TVnalyten wahrend eines bestiinmten Zeitratims, und ist 
deshalb sehr zweckmafiig zur Bestimmung von chronischem 
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DrogenmiSbrauch. Da Haar dafUr bekannt ist, dafl es mit einer 
Geschwindigkeit von ca. 0,3 bis 0,4 mm/Tag oder ca. 1,0 bis 
1,3 cm/Monat wachst, ist es moglich, den Verbrauch oder die 
Einnahme so weit zurtickzuverf olgen, wie es die Haarlange 
erlaubt, indem man Haarschnitzel verschiedener Lange 
auswertet, und die Verwendung hochempf indlicher Immunoassays 
erlaubt die Analyse kleiner in den kleinen Haarschnitzeln 
enthaltener Analytproben. 

Durch abschnittsweise Analyse stellt das erf indungsgemafie 
Verfahren eine relativ permanente Aufzeichnung und einen 
Hinweis f(ir ein Drogenaufnahmeverhalten dar, oder fUr die 
vorausgehende Einnahme anderer Substanzen wahrend Zeitraumen, 
die von mehreren Tagen bis zu Monaten oder sogar Jahren nach 
der letzten Einnahme reichen. Die Vorgeschichte einer solchen 
Einnahme kann so detailliert wie gewlinscht durchgefiihrt 
werden, indem man geeignet kurze Abschnitte des Haares 
analysiert, das die verschiedenen Wachstumsperioden 
reprasentieren. Auf diese Weise kann eine frUhere Einnahme 
wahrend einer Periode und das Ausmafl einer solchen Einnahme, 
bestimmt warden. 

Obwohl die Verwendung von Kopfhaar zur erf indungsgemSJien 
Verwendung aufgrund seiner Lange und Zuganglichkeit bevorzugt 
ist, ist es m5glich, auch irgendein anderes Korperhaar im 
erfindungsgemaBen Verfahren zu verwenden. Es ist deshalb 
praktisch nicht moglich einen Test nach dem erf indungsgemafien 
Verfahren zu vermeiden, indem man sich den Kopf abrasiert. 

Behandlungen, wie z.B. Dauerwellen und Farben, kann die 
Geschwindigkeit der Aufl5sung des Haares, das *dem 
erfindungsgemSlBen Verfahren unterworfen wird, jedoch erhohen. 
In einigen Fallen kann aufgrund solcher Behandlungen etwas 
Analyt verlorengehen, bevor das Verfahren durchgefUhrt wird. 
Wenn das zu behandelnde Haar so gealtert ist, ist ein 
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Ansteigen in der Auf schluBgeschwindigkeit vorhanden und-ein 
geeigneter Korrekturf aktor kann, auf der Basis bekannter 
Geschwindigkeiten zum Aufschlufi vom normalen Haar, angewendet 
werden . 

Bestimmte andere kosmetische Mittel, wie z,B. bestimmte 
Relaxiermittel, konnen verursachen, das ein Haar gegeniiber 
einem AufschiuB bestandig wird. Eine solche Bestandigkeit 
kann uberwunden werden, indem man die Menge an verwendetem 
Enzym erhoht . Vorzugsv/eiss' wird Proteinase K als Enzyra 
verwendet, wenn eine solche Bestandigkeit gegeniiber Aufschlufi 
festgestellt wird. 

Die durch Verwendung des erfindungsgezn^flen Verfahrens zu 
erhaltenden Vorteile sind vielfach. Das Verfahren stellt eine 
rasche und genaue Diagnose fur eine fruhere Einnahme eines 
bestimmten Analyten dar. Das Haar- und keratinisierte 
Struktur-Analysenverfahren kann einen Bericht uber den 
Verbrauch oder Nichtverbrauch w^hrend sehr langer Zeitraume 
bereitstellen, Vermutungen Uber die Bedeutung *einer Biut- 
Oder Urinanalyse sind UberflUssig. Das Einsammeln von Haar 
ist weaiger aufdringlich und physikalisch weniger widerwSLrtig 
als das Einsammeln von Blut oder Urin, und die Proben kOnnen 
nicht verandert oder ersetzt werden, und auBerdem kann die 
Bestimiaung durch kurzzeitige Abstinenz oder ^SpUlung"" 
(ubermaBige Flilssigkeitseinnahitie) vor dem f estgesetzten Test, 
z.B. einem Einstellungstest oder einer jahrlichen physischen 
Oberpriifung, umgangen werden. Die Proben konnen ohne 
Einfrieren auf unbestimmte Zeit gelagert werden. 

Die erf indungsgemafien Verfahren, die zum AufschluB von Haar 
geeignet sind, kGnnen auch verwendet werden, um die 
Anwesenheit und Struktur naturlich auftretender Komponenten 
des Haares, wie z.B. von DNA, zu bestiinmen. 
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Die nachstehenden Beispiele veranschaulichen bestiitimte 
erf indungsgemafie Aspekte, ohne die Erfindung, wie sie in der 
Beschreibung und in den AnsprUchen angegeben ist, zu 
beschranken. 

Beispiel 1 

Aufschlufi von Haar unter Verwendung von Proteinase K und 
Entfernung der stOrenden Substanz bei einem Marihuana-Assay 

10 mg Haar aus einem bekannten normalen Menschen (der kein 
Marihuana einnimmt) und 10 mg eines Haares aus einem 
bekannten Menschen, der Marihuana einnimmt, wurden in 
getrennte 13 x 75 mm Polycarbonat-Rohrchen gegeben. In jedem 
der RcDhrchen wurde 1 ml der folgenden Losung zum Haar 
zugegeben: 0,5 M Tris Puffer (pH = 6,5, bei Raumtemperatur ) , 
der 1 ml 2 E Proteinase K, 2 mg Chols^ure (Natriumsaiz) und 
60 mg Dithiothreitol enthielt. Die Mischungen wurden 16 
Stunden bei 37 **C geschUttelt. Nach 16 Stunden wurden die 
Proben bei 3000 UpM 20 Minuten lang zentrifugiert . Zu 0,9 mi 
des nach dem Zentrifugieren entfernten tJberstandes wurden 10 
]xl Phenylmethylsulfonylfluorid (6 % in Ethanol) gegeben. Es 
wurde gemischt, und dann 90 ul CUSO4.5H2O (10 g/1) zugegeben. 
Die Mischungen wurden bei 37 **C 30 Minuten lang geschUttelt. 

6 g von trockenem A-25-120 DEAE Sephadex, erhaltlich von 
Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, wurden zu 100 ml 
destilliertem deionisiertem Wasser gegeben. Die Suspension 
wurde tiber Nacht in einem KUhlschrankt (2 bis 8 ""C) quellen 
gelassen, Nach dem Quellen wurde die Suspension in ein 
Becherglas mit einem grofien MagnetrOhrstab gegeben, und auf 
einer Magnetrtihrplatte 60 Minuten heftig gertlhrt, bis das 
Harz in kleine Teilchen zerbrochen war, wodurch eine sehr 
feine Suspension erhalten wurde. 
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Zu 400 ]xl jeder der Haarauf schlufilOsungen wurden 300 yl 6 %- 
ige Harzsuspension in einem Glasrohrchen zugegeben. Die 
Glasrohrchen wurden wahrend 30 Minuten auf solche Weise 
hef tig geruhrt (mit mehr als 200 Umdrehungen /Minute) , um das 
Harz suspendiert and in Kontakt mit der Auf schiuBlosung zu 
halten. Zu jedem der Rohrchen wurden 0,7 ml destiiliertes 
Wasser zugegeben. Die Rohrchen wurden dann zentrif ugiert, und 
1,0 ml des Oberstandes aus der harzhaltigen Auf schlulilosung 
entfernt. 200 \xl IM Phosphatpuf fer wurden dann zu jeder 
Ldsung zugegeben. 100 ]il des Filtrats jeder Probe wurden dann 
mittels RIA auf Marihuana geprtlft. Die Ergebnisse waren die 
folgenden: 

Probe 1 (bekannt negativ) 4597 cpm 
Probe 2 (bekannt positiv) 2683 cpm 

Im Vergleich zu den Negativproben (100 %) zeigte Probe 2 ein 
B/Bo von 59 %, was ein positives Ergebnis fur das 
Vorhandensein eines Marihuana-Analyts in der Probe 2 ist. 

Beispiel 2 

Bekannt-negative Haarproben wurden mit bekannt-positiven 
Haarproben unter Verwendung eines lonenaustauscherharzes 
verglichen. 

8 negative Haarproben, von denen es bekannt war, daii sie eine 
grolie Variabilitat in der Bindung im Marihuana-Assay aufgrund 
wechselnder Mengen an storender kreuzreagierender Substanz 
zeigten, und eine Haarprobe von einem bekannten Marihuana- 
Anwender wurden auf geschlossen und nach dem im Beispiel 1 
beschriebenen Verfahren neutralisiert . Die AufschlUsse wurden 
mit wasserigen Suspensionen verschiedener Harze, die in den 
nachstehend angegebenen Konzentrationen (als Prozent in 
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Flaschen gefulltes Harz bezogen auf die Gesamtsuspension) 
behandelt, und die harzenthaltenden AufschluBlosungen im RIA- 
Test getestet. 

Detaillierter angegeben wurden 0,4 ml der Auf schlulilosung mit 
0,3 ml der Har zsuspension in einem 13 x 100 mm Glasrohrchen 
gemischt, und die Rohrchen bei >200 UpM 30 Minuten lang 
geschuttelt. Dann wurden 0,75 ml destilliertes Wasser zu 
jedem Rohrchen zugegeben und die Rahrchen gut gemischt und 
bei 200 UpM wahrend 10 Minuten zentrifugiert . 1 ml des 
Oberstandes vmrde aus jedem Rohrchen entfernt und in ein 13 x 
100 mm Glasrohrchen gegeben. 

Bei der Durchftihrung des Marihuana-Assays wurden zum R5hrchen 
200 111 1 M Phosphatpuf fer (pH = 7) zugegeben, und dann 100 \xl 
1^^^ Marihuana-Tracer und 100 ]il Anti-Cannabinoid-Antikc3rper . 
Die R5hrchen wurden gemischt und eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. 200 pi eines zweiten ausfallenden 
Antikorpers wurden zugegeben und danach 1 ml 6 % 
Polyethylenglykol. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden 
die Rohrchen bei 3000 UpM in einer KUhlzentrifuge 
zentrifugiert. Nach dem Abdekantieren wurden die Rahrchen in 
einem Gamma-Spektrometer gezShlt. 

Der Mittelwert und die Standardabweichungen der zahlungen der 
Negativen wurden berechnet, urn die Wirksamkeit des Harzes bei 
der Entfernung der storenden kreuzreagierenden Substanz zu 
bestimmen. Zur Bestimmung, wie gut der Analyt nicht entfernt 
wurde, wurden die Zahlungen des positiven 
Haarprobenaufschlufiesr geteilt durch den Mittelwert der 
Negativen, berechnet . 

Unter Verwendung einer 2,4 %-igen Harzsuspension von DEAE- 
Sephadex (A-50-120) wurden die folgenden Ergebnisse erhalten: 
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Probe 



CPM 



Negativ #1 

Negativ #2 
Negativ #3 
Negativ #4 
Negativ #5 
Negativ #6 
Negativ #7 
Negativ #8 
Positiv #1 



2489 



4252 



4010 



4004 



3574 



3804 



3961 



4391 



3712 



Positiv #2 



2424 



Der Mittelwert der negativen Proben betrug 3964, mit einer 
Standardabweichung von 238 (6 % des Mittelwertes) . Das 
Verhaltnis B/Bo der positiven Proben betragt 62 %. Der 
Rauschabstand zeigt deshaib an, dafi der Assay empfindlich 
ist . 

FUr DEAE-Sepharose (CL-6B) wurden unter Verwendung einer 24 
%-igen Harzsuspension die folgenden Ergebnisse erhalten: 

Probe CPM 



Negativ 


#1 


4085 


Negativ 


#2 


4070 


Negativ 


#3 


3661 


Negativ 


#4 


3771 


Negativ 


#5 


3555 


Negativ 


#6 


3677 


Negativ 


#7 


3806 


Negativ 


#8 


4137 


Positiv 


#1 


2550 


Positiv 


#2 


2539 
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Der Mittelwert der negativen Proben betrug 3845, mit einer 
Standardabweichung von 196 (5 % des Mittelwertes) . Das 
Verhaltnis B/Bq betr^gt 66 %. Der Rauschabstand zeigt deshalb 
auch hier wieder an, dafi der Assay empfindlich ist. 

Obwohl hier die Ausftihrungen beschrieben wurden, die als die 
zur Zeit bevorzugten Ausfuhrungsformen angenommen werden, ist 
es far einen Fachmann auf diesem Gebiet ersichtlich, daB 
zahlreiche Abanderungen in den Bestandteilen, Bedingungen und 
Anteilen, die in den vorstehenden Ausfuhrungsformen angegeben 
wurden, durchgefuhrt werden konnen, ohne sich vom Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, wie sie hier beschrieben und in den 
anliegenden AnsprUchen definiert wird, zu entfernen. 
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PatentansprUche 

1. Verfahren zuni Nachweis der Einnahme von Marihuana durch 
ein Individuum, umfassend: 

(a) chemisches Behandeln einer Haarprobe des Individuums 
auf eine Weise, durch die ein Analyt freigesetzt wird, der 
aus dem Blutstrom des Individuums als Ergebnis der 
Marihuana-Aufnahme im Haar eingelagert wurde, um eine 
Testlosung herzustellen, wobei diese L6sung eine starende 
kreuzreagierende Lipidsubstanz enthalt, die Ublicherweise 
im Haar aufgefunden wird; 

(b) Herstellen einer Suspension eines 

lonenaustauscherharzes in einer Konzentration und Menge, 
die ausreicht, um die starende Substanz aus der Testlosung 
zu entfernen, damit der Analyt durch einen Immunoassay 
unter Verwendung eines Antikorpers, der spezifisch an 
Cannabinoide bindet, bestiimnt werden kann; 

(c) Mischen der Testlosung und der Suspension, um die 
starende Substanz aus der Testlosung zu entfernen; und 

(d) nachdem die stSrende Substanz im wesentlichen aus der 
Testlosung entfernt wurde, Analysieren eines Teils der 
Losung mittels eines Immunoassays unter Verwendung eines 
Antikbrpers, der spezifisch an Cannabinoide bindet, um den 
Analyt, wenn er vorhanden ist, nachzuweisen. 

2. Verfahren zum Nachweis der Einnahme von Marihuana durch 
ein Individuum umfassend: 

(a) chemisches Behandeln einer Haarprobe des Individuums 
auf eine Weise, die einen Analyt freisetzt, der aus dem 
Blutstrom des Individuums als Ergebnis der Marihuana- 
Aufnahme im Haar eingelagert wurde, um eine Testl6sung 



herzustellen, wobei diese Losung eine storende 
kreuzreagierende Lipidsubstanz enthalt, die iiblicherweise 
im Haar aufgefunden wird; 

(b) Herstellen einer Suspension von sich langsain 
absetzenden Teilchen von lonenaustauscherharzen ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Anionenaustauschern an 
Dextrose; Anionenaustauschern an Agarose; 
Anionenaustauschern an Cellulose; Kationenaustauschern an 
Dextran; stark sauren Kationenaustauschern an Polystyrol; 
Benzyldiethylaminoethylaustauschern an Cellulose; und 
Triethylaminocelluloseaustauschern in einer Menge und 
Konzentration, die ausreicht, um die storende Substanz aus 
der Testlosung zu entfernen, damit der Analyt durch einen 
Immunoassay unter Verwendung eines Antikbrpers/ der 
spezifisch an Cannabinoide bindet, bestimint werden kann; 

(c) Mischen der Testlosung und der Suspension, urn die 
storende Substanz aus der Testlosung zu entfernen; und 
danach 

(d) direktes Analysieren eines Teils der Testlosung 
mittels eines Iiranunoassays unter Verwendung eines 
Antikprpers, der spezifisch an Cannabinoide bindet, um die 
Gegenwart des Analyten nachzuweisen. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daii die chemische Behandlung von Haar zur 
Ausbildung der Testlosung das Herstellen einer Mischung 
umfaBt aus 

(i) einem Mittel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Dithiothreitol und Dithioerythrit/ 

(ii) Proteinase K und 

(iii) einer Haarprobe; 

wobei die Menge der Proteinase K und des Mittels eine 
solche ist, die ausreicht, um den Aufschluii der Haarprobe 
zu bewirken. 
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4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Haarprobe bei einem pH-Wert 
zwischen 7 und 9 bei einer Temperatur zwischen ca. 20 und 
40 *C aufgeschlossen wird. 



